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摘 要 


应 用 SDS 一 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 的 方法 证 明 凤 蛇 毒 纤 溶 酶 对 人 体 纤维 蛋白 
原 的 C(A) 链 和 有 B(B) 链 都 有 作用 。 人 和 借助 酸 性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 观 察 到 人 纤 
维 蛋 白 原 经 晓 蛇 毒 纤 深 酶 水 解 后 ， 产 生 一 系列 分 子 量 大 小 不 等 的 碎片 人 Yl. 
D’ ME’. 
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白 原 。 为 了 探讨 蛇毒 纤 溶 酶 的 作用 机 理 ， 国 外 在 蛇毒 纤 溶 酶 对 纤维 蛋白 原 亚 基 的 作用 方 
面 开 展 了 一 些 研 究 。Guyang 等 (1976) 发 现 ， 在 烙铁 头 (Trimesures mucroqumats) 
蛇毒 中 含有 两 种 纤 深 酶 ， 其 中 之 一 既 作 用 于 纤维 蛋白 原 的 8 (B ) 链 又 作用 于 o (A) 链 ， 
而 另 一 种 仅 能 分 解 c (A) 链 (Ouyang et al. 1976) , RIR (Agkistrodon acutus) 
蛇毒 的 纤 溶 酶 也 只 能 水 解 纤维 蛋白 原 的 a (A, TO BRAY 链 均 无 作用 (Ouyang 
et al. 1976) 。 

我 们 从 浙江 产量 蛇 (Agkistrodon halys Pallas) 蛇毒 中 得 到 了 一 种 纤 溶 酶 ， 并 
研究 了 它 对 凝血 系统 的 作用 MREP, 1981) 。 本 文 进一步 研究 了 浙江 产 贤 蛇 毒 纤 溶 
酶 对 人 体 纤 维 蛋白 原 亚 基 的 作用 并 与 胞 浆 素 (Plasmin) ARARE KRATERA 
原 的 机 理 进 行 了 此 较 。 





本 文 于 1980 年 12 月 30 日 收 到 。 
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材料 和 方法 
. Bic EET TEIG 
按 前 文 〈 叶 智 彰 等 ，1981) 方法 制备 。 
二 、 试 剂 


人 纤维 蛋白 原 ， 上 海 生物 制品 所 产品 ， 用 前 以 0.25 愧 和 度 硫酸 铁 纯化 。 链 激酶 ， 苏 
州 第 一 制药 厂 产品 。 丙 烯 酰胺 ， 十 二 烷 基 磺 酸 钠 (SDS) ， 上 海 化 学 试剂 采购 供应 站 进 
口 分 级 。 甲 又 双 丙 烯 酰 胺 ， 正 。Merck 产 品 。 四 甲 基 乙 二 腕 (TEMED) , B, D, Hj* 
品 。 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ， 核 糖 核酸 栈 ， 胰 蛋白 酶 ， 胃 蛋白 酶 此 系 上 海 生物 化 学 研究 所 东风 化 
学 试剂 厂 产品 。 人 血清 蛋白 ，Serva 产 品 。 
其 他 化 学 试剂 缘 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
三 、 纤 维 蛋白 原 的 降解 反应 和 SDS 一 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS 一 PAG 电 泳 ) 
参照 Pizzo 等 人 (1972) 方法 。 溶 解 纯化 的 人 纤维 蛋白 原 于 1 x 107? M Tris 一 HCl 组 
冲 液 中 (pH7.4)， 使 其 最 后 浓度 为 1 %。 取 上 述 溶液 1 ZAMERE SANWA CE 
克 / 毫 升 ) 或 链 激 酶 溶液 (2, 000 单 位 /毫升 ) 0.02 毫 升 ， 置 37C 水 浴 保 YH 15, 30, 45, 
60 及 120 分 钟 后 分 别 取 反应 液 0.2 毫 升 与 等 体积 的 8 MIR CL: 2 %SDS 和 2 AWEL) 
混合 停止 反应 。 混 合 液 置 37*C 水 浴 保 温 过 夜 后 作 电泳 分 析 。 
RREK 9 厘米 ， 内 径 0"45 厘 米 ， 每 根 凝 胶管 加 蛋白 标本 重 10 至 20 微 克 ， 每 管 电流 
6 毫 安 ， 电 泳 三 小 时 左右 。 电 泳 后 用 考 马 斯 兰 染 色 8 小 时 ， 然 后 再 用 冰 栈 酸 一 一 甲醇 脱 
色 液 赔 色 。 | 
四 、 纤 维 蛋白 原 的 降解 反应 和 酸性 PAG 电 沪 
凝 胶 浓 度 10%。 取 1 % 人 纤维 蛋白 溶液 2 毫升 配制 方法 如 方法 三 ) , MARE 
纤 深 酶 或 链 激 酶 洲 液 ， 使 其 最 后 浓度 分 别 为 20 微 克 / 毫 升 和 50 单 位 /毫升 。 置 37oC 水 浴 保 
温 3 、6 、15、30、60 分 及 24、48 小 时 后 ， 取 0*3 毫 升 反应 液 与 0.1 毫 升 的 10M 脲 一 5 % 
醋酸 溶液 混合 停止 反应 ， 将 此 混合 液 作 电 泳 分 析 。 电流 2 — 3 毫 安 / 管 ， 电泳 2 小 时 。 
电泳 后 按 前 述 方法 染色 和 脱色 。 
五 、 分 子 量 的 测定 
BMWeber (1969) 方法 测定 。 泳 动 率 按 下 式 计算 ， 
蛋白 迁移 距离 
水 到 站 一 染料 迁移 距离 
泳 动 率 对 某 些 标准 蛋白 〈( 胰 凝 乳 蛋白 酶 11, 000， 核 糖 核酸 酶 13,700， 胰 蛋白 酶 
23, 300， 胃 蛋白 酶 35,000， 血 清白 蛋白 68, 000 的 分 子 量 在 半 对 数 纸 上 作 图 ， 未 知 物质 的 
分 子 量 通 过 插入 法 求 得 。- 
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SDS—PAG 电泳 分 析 结果 如 图 1 所 示 。 由 图 可 以 看 出 ， 人 纤维 蛋白 原 经 链 激酶 水 
解 15 分 钟 ，x (A) 链 区 带 开始 消失 ，30 分 钟 时 B 〈(B ) 链 亦 开 始 消失 ， 到 45 分 钟 时 就 只 剩 
下 Y 链 区 带 了 。 与 链 激酶 相 此 ， 旷 蛇毒 纤 溶 酶 水 解 人 纤维 蛋白 原 15 分 钟 ，a (A ) 链 和 B 
(B ) 链 区 带 都 完全 消失 ， 其 图 谱 与 链 激酶 作用 45 分 钟 的 结果 相似 。 

峻 蛇毒 纤 溶 酶 降解 人 纤维 蛋白 原 后 ， 在 a (A) 链 和 有 B(B ) 链 区 带 消失 的 同时 ， 还 产 
生 四 条 分 子 量 较 小 的 区 带 ， 图 2 是 加 大 蛋白 标本 时 的 SDS 一 PAG 电 泳 图 谱 。 

二 、 酸 性 PAG 电 沪 

人 纤维 蛋白 原 经 链 激 酶 降解 后 可 以 产生 分 子 量 大 小 不 同 的 各 种 碎片 ， 早 期 产物 为 
X， 其 后 为 Y 和 户 ， 最 后 为 E (图 3) 。 l 

\F#E ES RAW RE ET ABI EOFRADR AN ROE 4) 

将 这 两 类 分 解 产物 进行 此 较 , 可 以 看 出 人 纤维 蛋白 经 晕 蛇 毒 纤 深 酶 降解 后 , 早期 的 降 
解 产 物 的 分 子 大 小 与 片段 相近 ) 可 称 为 X 片段 ， 中 期 的 降解 产物 与 Y 片 段 相 近 ， 可 
称 为 VY’ 片段， 晚期 的 降解 产物 与 人 、 玉 片段 相近 ， 可 称 为 D' ME’ 片段 。 由 于 X’、Y’、 
D’ 和 EE’ 片 段 的 电泳 速度 均 较 义 、Y、DD 和 片段 的 电泳 速度 慢 ， 故 推测 其 分 子 量 稍 
大 。 (图 5) 





it 论 


纤维 蛋白 原由 两 对 (A)、B (B)、Y 链 组 成 。Pizzo 等 人 (1972) 研究 了 胞 浆 素 
对 人 纤维 蛋白 原 的 作用 。 他 们 发 现 。 胞 浆 素 对 人 纤维 蛋白 原 的 作用 是 一 个 连续 的 水 解 过 
程 ， 首 先是 a (A) 链 受到 降解 ， 接 下 来 是 B (B ) 链 ，Y 链 对 降解 的 阻力 最 大 。 降 解 产生 
一 系列 分 子 量 大 小 不 等 的 片段 X.Y、D、 下 。 

由 于 人 纤维 蛋白 原 制 剂 中 一 般 都 混杂 有 少量 的 胞 浆 素 原 (Plasminogen), 后 者 在 链 
激酶 的 作用 下 可 转变 为 胞 浆 素 ， 因 此 当 链 激酶 同人 纤维 蛋白 原 溶液 保温 后 ， 为 链 激 酶 激 
活 生 成 的 胞 奖 素 就 水 解 纤维 蛋白 原 。 籍 助 PAG 电 泳 ， 可 以 观察 到 首先 是 a (A), 然后 
JE B (B ) 链 被 降解 (图 1) ， 并 由 此 而 产生 一 系列 分 子 量 大 小 不 等 的 碎片 X、Y、D、 
E (图 3) 。 这 与 胞 浆 素 直接 降 介 人 纤维 蛋白 原 的 PAG 电 泳 图 谱 (Pizzo1972) 是 相同 
的 。Ouyang 等 (1976) MW (Agkistrodon acutus) 蛇毒 中 提纯 了 一 个 纤 溶 酶 ， 
并 用 SDS 一 PAG 电 泳 研 究 了 它 对 纤维 蛋白 原 的 作用 ， 在 他 们 的 实验 条 件 下 〈10 微 克 / 毫 
升 纤 溶 酶 对 纤维 蛋白 原作 用 30 分 钟 ，， 发 现 只 有 4 (ARAMA, MMUAR e 
毒 纤 溶 酶 只 对 纤维 蛋白 原 的 w (A) 链 有 作用 ， 而 对 B(B) 链 和 Y 链 没 有 影响 。 

H4 WI BERE BEAT ARR, ES Pe Jo CA) fU B. (B ) 链 都 有 
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观察 到 a (A) 链 和 B (B ) 链 区 带 均 已 消失 (图 1) 

”我 们 推测 ， 歇 蛇毒 纤 溶 酶 对 人 纤维 蛋白 原 的 作用 ， 象 胞 桨 素 的 作用 一 样 亦 是 一 个 连 
续 的 水 解 过 程 ， 最 初 可 能 先 降解 a (A ) 链 ， 然 后 是 B (B ) 链 ， 并 产生 一 系列 分 子 量 大 小 
不 等 的 碎片 X‘、Y’、D’ 和 E’ 等 (图 4) 。 所 不 同 的 是 两 种 产物 在 分 子 量 大 小 上 有 所 差 
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异 (图 5) ， 反 映 出 胞 浆 素 CA I BD FIER I 
的 作用 在 细节 上 可 能 有 所 不 同 。 
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ABSTRACT 
THE ACTION OF THE FIBRINOLYTIC ENZYME OF THE 
VENOM OF AGKISTRODON HALYS (PALLAS) ON FIBRINOGEN 


Ruan Chang-geng Chen Chong-kun Chen Yue-shu 


(Department of Blood Diseases, Suzhou Medical College) 


Yu li Tu Guang-chou Xu Jin-ju Ran Yong-lu 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


By means of SDS (sodium dodecyl sulfate) -polyacrylamide gel electrophoresis 
it was demonstrated that the fibrinolytic enzyme of Agkistrodon halys(Pallas) 
venom not only degrades the a chain but also degrades the B chain of human 
fibrinogen, A series of the fragments with different molecular weights, X’, 
Y’, D’, E’, could be observed electrophoretically on acid polyacrylamide 
gels after degradjng fibrinogen. The mechanism of the hydrolytic action of 


human fibrinogen by the fibrinolytic enzyme has been discussed, 
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上 4。 人 纤维 蛋白 原 (1% 浓 度 ) ZARY 图 5。 痢 蛇 毒 纤 溶 酶 与 链 激 酶 降解 人 纤维 
纤 溶 酶 (20 微克/ 毫升 ) 降解 后 的 酸 蛋白 原 的 产物 比较 (酸性 PAG 泳 图 谱 ， 












1 PAG 电泳 图 谱 ¢ H2.7, 2 ) pH2.7, 2mm) 1 
ed ve $25. Ap An Ase SEH ATINE A 
6 分 钟 ，30 分 钟 ，60 分 钟 ，24 小 时 纤维 蛋 自 原 6 分 钟 ，30 分 钟 ，48 小 时 ; 
' j B1，B 2z，B 3， 链 激酶 降解 人 纤维 蛋 
pius ERG 分 钟 ，30 分 钟 ，48 小 时 。 
~ 图 2。 人 纤维 蛋白 原 的 刚 蛇 毒 纤 深刻 降解 产物 经 琉 基 
a 一 链 、， M.W mst mt itySDS—PAG Hak Mi 
MN. - 1. 68,000 
3 2. 56,000 a: 纯化 的 人 纤维 蛋白 原 ; 
oi 7 i 3 . » 
TT $ 3. 47,000 bi 纤 溶 醇 水 解 15 分 钟 ; 
» 4. 48,000 bo; ffIR MK E304) b; 
] 5. 38,000 ba: 纤 溶 酶 水 解 60 分 钟 ; 
6. 33,000 ba: 纤 溶 酶 水 解 120 分 钟 。 
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